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(57) Abstract 

The invention concerns novel metabolizablc lipopolyamines (including their salts), their preparation and their use. These novel 
compounds enable biologically active materials, such as DNA, antisense DNA/RNA, ribozymes, antiviral substances, proteins and peptides, 
for example, to be incorporated in eucaryotic cells. 

(57) Zusammenfessung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue metabolisierbare Lipopolyamine (einschliefllich deren Salze), sowie deren Herstellung und 
Anwendung. Diese neuen Verbindungen ermoglichen zum Beispiel die Einschleusung von biologisch aktiven Materialien, wie zum Beispiel 
von DNA, Antisense-DNA/RNA, Ribozymen, antiviralen Wirkstoffen, Proteinen und Peptiden in eukaryotische Zellen. 
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Inters net Application No 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER . _ . _ 

IPC 6 CO7J41/00 C07C237/22 A61K9/127 C12N15/63 



According to International Patent Cteasif .cation (IPC) Of to both rational classification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (otasetttcation system followed by Classification symbols) 

IPC 6 C07J C07C 



Documentation sserehsd other than minimumdooumentation to the eitont that auoh document* are included in the field* Manned 



Electron Lo data base oo muted during the international aaarah (name of data base and, where practical, teareh terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WANG J ET AL: "SYNTHESIS OF MULTIVALENT 
CATIONIC CHOLESTERYL LIPIDS FOR USE AS 
GENE DELIVERY VEHICLES- 
PROCEEDINGS OF THE INTERNATIONAL SYMPOSIUM 
ON CONTROLLED RELEASE BIOACTIVE MATERIALS, 
no. 22, 1995, 
page 414/415 XP000607562 
see the whole document 

WO 96 01841 A (GILEAD SCIENCES INC ;GLAX0 
WELLCOME INC (US)) 25 January 1996 
see examples 17,18 

WO 96 01840 A (GILEAD SCIENCES INC) 25 

January 1996 

see examples 17,18 



1-3,10, 
11 



1-3,10, 
11 



1-3,10, 
11 
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Further documents are listed in the continuation of box C. 



|X I Patent family members ere listed in annex. 



* Special categories of oited doouments : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" Barker dooumerrt but pubtahed on or after th* intemationaj 

filing date 

V document which may threw doubts on priority daim(») or 
which is cited to establish the publication date of anothsr 
citation or other special reason (as specified) 

*Q" document referring to an oral disclosure, use, exhbtion or 



T later document published after the international filing date 
or prtonty date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory umJertymg the 



-P* document punished prior to the international fitting date but 
later than the priority date claimed 



•X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
invoke an inventive step when the document is taken atone 

■V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is oombined with one or more other such docu- 
ments, such oomboiation being obvious to a person skilled 
in the art. 

•A' oocurnent member of the same patent family 



Date of the actual oornptetkm of the international search 
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Data of mailing of the International tearah report 



1 8. 11. 97 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P .B 5818 PatenHaan 2 
ML-2280HVRijswi^ 
Tel. (♦31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (♦31-70)340-3016 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Interr ia! Application No 

PCT/EP 97/00973 


C(ConUnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category • 


Citation of document, with indication, whtrt appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 118, no. 19, 
10 May 1993 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 192093, 

BDIIWMFD U CT Al • "Cunthacie anrl antitumor 

dkunnck h ti ml. oyntnes i s anu ami tumor 
activity of platinum(II) complexes of 
cnoiesteroi aenvanves 
page 995; column 1; 

Ar0UZQ3ZU<lb 

see abstract 
& 

BULL. SOC. CHIM. BELG., 
vol. 101, no. 11, 1992, 

______ rt^r Ci 

pages 935-943, 




1.3 


P.X 


WO 96 18372 A (GENZYME CORP) 20 June 1996 




1.3,10, 
11 




see figure 1C 




P.X 
P.A 


WO 96 40265 A (UN1V CALIFORNIA) 19 
December 1996 
see figures 22-24 
see figures 19,20 




1-3,10, 
11 

4-9 


P.X | 
P.A 


WO 96 41873 A (UNIV CALIFORNIA) 27 
December 1996 
see figures 22-24 
see figures 19,20 




1-3,10, | 
11 

4-9 


P.X 
P.A 


WO 96 40264 A (UNIV CALIFORNIA) 19 
December 1996 

see page 4-9; figures 10-12 
see figures 5,6 




1-3,10, 
11 

4-9 


A 


REMY, JEAN-SERGE ET AL: "Gene Transfer 
with a Series of Lipophilic DNA-Binding 
Molecules" 

BI0C0NJUGATE CHEM. (1994), 5(6), 647-54 
C0DEN: BCCHES;ISSN: 1043-1802, 
1994, XP0Q0484178 
see page 650 - page 651 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 




PCT/EP 97/00973 



Box 1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the fol lowing reasons : 
1. | I Claims Nos.: 

1 — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically . 



3. I I Claims Nos.: 

1 — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

1- Claims 1,2,10-11 (partly) 

3 (in full) 

2- Claims 1,2,10-11 (partly) 

4-9 (in full) 



1 . [~x| As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. j^] As all searchable claims could be searched without elTort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos . : 



4. I 1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
1 — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (My 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International Application No 

PCT/EP 97/00973 



Claims 1, 2, 10-11 (in part) 
3 (in full) 

Compounds of general formula (I) wherein R, is a sterine group of formula (II), a method of 
preparing them, and liposome formulations thereof. 

Claims 1, 2, 10-1 1 (in part) 
4-9 (in full) 

Compounds of general formula (I) wherein R, is a group of formula (HI), a method of 
preparing them, and liposome formulations thereof. 



Fonn PCT71SA/210 (extra sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inter ma! Application No 

PCT/EP 97/00973 


.if on 


nation on patent family me 


rubers 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
members) 


Publication 
date 


WO 9601841 A 


25-01-96 


W0 9601840 A 


25-01-96 


WO 9601840 A 


25-01-96 


W0 9681841 A 


25-01-96 


WO 9618372 A 


20-06-96 


US 5650096 A 


22-07-97 



AU 4516196 A 03-07-96 
EP 0799059 A 08-10-97 



W0 9640265 A 19-12-96 AU 5938196 A 30-12-96 



W0 9641873 


A 


27-12-96 


AU 


5938296 A 


09-01-97 


W0 9640264 


A 


19-12-96 


AU 


6024896 A 


30-12-96 



Form PCTrtSA/210 (patent tamdy arawx) (Jury 1992) 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



tnterr nates Aktenzeichen 

PCT/EP 97/00973 



A. KLASSIFC1ERUNG OES AN MELDUNGSGEGENST ANDES m mm 

IPK 6 CO7J41/00 C07C237/22 A61K9/127 C12N15/63 



Naeh der trttornationatan Patentklaaaifikation (IPK) oder naoh dor nationaJen Ktosas'itatton und der IPK 
B. RECHERCHtERTE GEBIETE 

Recherohierter Mindestprufstoft (Klasaifkationsaystern und Klaaafi katia n ts ymboJa ) 

IPK 6 C07J C07C 



Recherchisrte ober nicht zum Mirtdestprufstoff gehorende VerOffentfohungon, sow*! dime unter die reoherchbrten Gebiete fallen 



WAhrand der intemationalen Rocherehe kcn»uftierta ataktrorttacha Oatenbank (Nam* der Datenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 



C. AL3WESENTLICH ANGESE HEME UNTER L AGE N 







Betr. Anspruch Nr. 


X 


WANG J ET AL: "SYNTHESIS OF MULTIVALENT 
CATIONIC CHOLESTERYL LIPIDS FOR USE AS 
GENE DELIVERY VEHICLES* 
PROCEEDINGS OF THE INTERNATIONAL SYMPOSIUM 
ON CONTROLLED RELEASE B10ACTIVE MATERIALS, 
Nr. 22, 1995, 
Seite 4i4/415'xPO006G7562 
siehe das ganze Dokument 


1-3,10, 
11 


X 


WO 96 01841 A (GILEAD SCIENCES INC ;GLAX0 
WELLCOME INC (US)) 25.Januar 1996 
siehe Beispiele 17,18 


1-3,10. 
11 


X 


WO 96 01840 A (GILEAD SCIENCES INC) 
25.Januar 1996 
siehe Beispiele 17,18 

-/-- 


1-3,10, 
11 



Px] Waitere Vefottentfiohungan aind der Fortsetzung von FeU C zu RH Sbhe Anhang Patertfamiib 

I I entnehmen I 



"A* Veroflentfohung, die den aigermunen Stand der Techrok defmbrt, 
aber nteht ale beeondare b ed a ub am anzuaahen tat 

afteree Dokument, daa jedocn arat am odar naoh dam Intemationalen 
Anmeldadatum vefdnantboht worden tat 

"L* VerdftontHohung, db geeignet itt, einen Pnorttateanspnicri zwetaliaft ar- 
aoheinen zu lessen, odardursh dia das VefOffanttiohungsdaium einer 
anderen im RacharohanbenoW gananrrtan Varotfantliohung bebgt warden 
aeH oder die aus einem anderen beaondaren Grund angsgaben at (wb 



•Or Varofrentliohung, db as* auf 

sine Benuttung, aina Auaatefung 
'P* VenSftentitchung, die vor J 



Offenbarung, 
Oder endere MaBnahman baziaht 



T* Safltere Vertfferttibhung , die naoh dem mtematbnabn Anmeldadatum 
oder dem Pnoritatadatum veroffemlioht warden t»t und ms der 
Anmaldung nicht koilidbrt, sondern nur zum Veretandnb daa der 
Erfindung lugrundefi egenden Prinzips oder der ihr zugrundaliagandan 
Theorie angegeben ist 

a X" Veroffemliohung von besenderer Badautung; db beanssruohte Erfindung 
kann attain aufgrund dieter Verofferttliohung ntohtab nau oder auf 
erfindefboher T Atigkaa benihand betraohtet warden 

*Y" VerofrertHiohung von beaondorar Badautung; db beanspruehte Erfindung 
kann nicht ait auf erftndensoher Taligkeit beruhend betraohtet 
warden, wenn db Verdffanttbmmg mit ainer oder mehreren anderen 
Veioffenttiohungen dbaer Katagorie in Verbindung gebraaht wrd und 
cftese Verbindung fur einen Faohmann nahetbgend tat 



Datum daa AbaohJusaee der aiternabonabn Racharoha 

7.Noventoer 1997 


Absendedatum das intemationalen Reoheroharjberichti 

1 8. 11. 97 


Name und Poatanaehrift dar fntematbnabn Reorterehenbehorde 
Europabahas Petentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL • 2260 HV Rjjswfk 
Tat (+31 70) 340-2040, Tl. 31 651 epo m\ 
Fax: (+3170) 340-3016 


Bevollm Achtigter Bedbnateter 

Sanchez Garcia, J.M. 
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C(Fort»tzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katogorie* B«z«iohmmg dmr V«ftiftenttichung, tow* •ffardoriich untor An gab© dw in Betracht kommtmkn T«ile 



B«tr. Anipruoh Nr. 



p,x 

P.X 

P.A 
P,X 

P,A 
P.X 

P.A 
A 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 118, no. 19, 
10. Mai 1993 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 192093, 

B RUNNER H ET AL: "Synthesis and antitumor 

activity of platinum(ll) complexes of 

cholesterol derivatives" 

Seite 995; Spalte 1; 

XP002032045 

siehe Zusarnmenfassung 

& 

BULL. SOC. CHIM. BELG. , 
Bd. 101, Nr. 11, 1992, 
Seiten 935-943, 

WO 96 18372 A (GENZYME CORP) 20.Juni 1996 

siehe Abbildung 1C 

WO 96 40265 A (UNIV CALIFORNIA) 
19.Dezember 1996 
siehe Abbildungen 22-24 
siehe Abbildungen 19,20 

WO 96 41873 A (UNIV CALIFORNIA) 
27.Dezember 1996 
siehe Abbildungen 22-24 
siehe Abbildungen 19,20 

WO 96 40264 A (UNIV CALIFORNIA) 
19.Dezember 1996 

siehe Seite 4-9; Abbildungen 10-12 
siehe Abbildungen 5,6 

REMY, JEAN-SERGE ET AL: "Gene Transfer 
with a Series of Lipophilic DNA-Binding 
Molecules" 

BIOCONJUGATE CHEM. (1994), 5(6), 647-54 
CODEN: BCCHES;ISSN: 1043-1802, 
1994, XP000484178 
siehe Seite 650 - Seite 651 



1.3 



1.3,10, 
11 



1-3,10, 
11 

4-9 

1-3,10, 
11 

4-9 

1-3,10, 
11 

4-9 

1.2.4-11 
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INTERNATIONA LER RECHERCHENBERICHT 



Im aiionaias Aktenzeichen 

PCT/EP 97/00973 



Feld I Bemerkungen zu den Anapruchen, die aich als nicht recherchierbar erwieaen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB ArtiKel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fflr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht eretdlt: 
^ — ^ wed^fe* sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nioht verpflichtet tat, namlich 



2 I I Anspruche Nr 

— weii sie sich auf Teile der iritemationalen AnmeWung beziehen, die den vorgeachriebenen Arrforderungen so wentg entapreche 
dafl eine smnvalle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt warden kann, namlich 



3 ^ weH es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entaprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt eind. 



Feld II Bemerkungen bet mangeinder Einhertiichkeit der Effindung {Fortaetzung von Punk! 2 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dafi dieae Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaJI: 

1 - Patentanspruche 1,2,10-11 (tellwelse) 

3 (Insgesamt) 

2 - Patentanspruche 1,2,10-11 (tellweise) 

4-9 (Insgesamt) 



1 PD Oa der Anmelder alle erfordertichen zuaatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, eratreokt aich dieaer 
I — I intemationale Recherchenbericht auf alle recherehierbaren Anspruche der irrtemationajen Anmeldung. 

2 I I Da Wr alle recherehierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand dirchgefOhrt werden tonnte, der eine 

* 1 — 1 zusatztiche RecherchengebOhr gerechtfertigt hfttte, hat die Intemationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solcnen 
Gebuhr aufgefordert. 

3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zuaatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entriohtet hat, eratreckt aich <fi< 
I — I intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der intemationalen Anmeldung, for die GefaOhren entrtcntet worden 

stnd, namlich auf die Anspruche Mr. 



4. PI Oer Anmelder hat die erfordertichen zuaatzlichen Rechemhengebahren nicht recWze itig entnentet ^^^^^^f^ 
1 — 1 ohenbencht beschrankt aich daher auf die in dan Anapruchen zuerat erwahnte Erfindung; dieae »t in folgenden Anapruchen er- 
faflt: 



Bemerkungen hmaichtttch elnea WkJerspruchs Die zuaatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahft. 

Die Zahlung zua&tzticher GebOhren erfokgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortaatzung von Blatt 1 (1))(Jutt 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzeichen PCT/ EP 97/00973 

WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Patentanspruche 1,2,10-11 (teilweise) 
3 (insgesamt) 

Verbindungen der allgemeinen Formel (I), wo R1 eine Steringruppe dei 
Formei (It) darstellt, ein Verfahren zu ihrer Herstellung und 
Liposomformufierungen davon. 

Patentanspruche 1,2,10-11 (teilweise) 
4-9 (insgesamt) 

Verbindungen der allgemeinen Formei (I), wo R1 eine Gruppe der 
FormeJ (III) darstellt, ein Verfahren zu ihrer Herstellung und 
Liposomformulierungen davon. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERJCHT 

Angatoen zu Vwflftentfjotumt ..i, d* zur mIwi PctentfantflM geh&nn 



lnt*n iale« AKt*nz*tch«ti 

PCT/EP 97/00973 



lm Recherche nbericht 
angefOhrtes Paientdokument 



Datum der 
VeroffentHchung 



Mitgtied(er) der 
Paterrtfamiite 
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VerdrfentHchung 
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ft 
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WO 


9601840 A 


25-01-96 


WO 9601840 


A 
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25-01-96 

£-J Ul 7U 


WO 


9601841 A 


25-01-96 


WO 9618372 


A 


20-06-96 


US 


5650096 A 


22-07-97 








AU 


4516196 A 


03-07-96 








EP 


0799059 A 


08-10-97 


WO 9640265 


A 


19-12-96 


AU 


5938196 A 


30-12-96 


WO 9641873 


A 


27-12-96 


AU 


5938296 A 


09-01-97 


WO 9640264 


A 


19-12-96 


AU 


6024896 A 


30-12-96 
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Ptf^T 1 WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
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(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C07J 41/00, C07C 237/22, A61K 9A27, 
C12N 15/63 



A2 



(11) Internationale Veroffentlkhi 

(43) Internationales 
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Neue metabolisierbare Lipopolyamine, deren Darstellung unci Amven- 

dung 

5 Positiv geladene Lipide (J.P.Behr, Biocoujugate Chem. 5, 382-389 (1994)) werden in 
Form von Liposomal oder als solche zur Einschleusung von biologisch aktiveu Substan- 
zen wie Peptides Proteinen, antiviralen Wirkstoffeu insbesondere aber DNA, RNA, 
Antisense-DNA/RNA oder Ribozymen in eukariotische Zellen (zum Beispiel Saugei-, 
Pflanzen-, Insekten-Zellen) eingesetzt. Lipopolyamine sind eine spezielle KJasse von 
10 kationiscbeu Lipiden, die vergleicbsweise hervorragende Transfektionseigenschaften 
zeigen. Unter Transfektion versteht man die Einschleusung von Erbmaterial in eukarioti- 
sche Zellen. 

Die Notwendigkeit DNA (zum Beispiel Plasmide, Cosmide, einzelstrangig oder doppel- 
strangig), RNA oder verwandte Stoffklassen, wie Antisense-DNA/RNA oder Ribozyme 

15 in eukariotische Zellen einzufuhren, um beispielsweise erfolgreich Gentherapie betreiben 
zu komien, fiihrte zur Entwicklung einer Vielzahl von Trausfektionsmethoden. Zur Ein- 
fiihrung von Nukleinsauren in eukariotische und insbesondere in Saugerzellen ist eine 
Vielzahl von Verfahren, wie zum Beispiel die CaPCVPrSzipitationsmethode, die DEAE- 
Dextran-Methode, Methoden, welche die rezeptorvennittelte Endocytose uutzeu, Elek- 

20 troporation, Mikroinjektion und Verfahren, die virale Capside als DNA-Carrier benut- 
zen, bekannt. Eine weitere Methode wird Lipofektion (P.L.Felgner et aL, 
Proc.Natl.Acad.Sci USA 74, 7413 (1987)) genannt. Diese nutzt die Tatsache, daB syn- 
thetische kationische Lipide in Form von Liposomen oder als solche mit der negativ ge- 
ladenen DNA Komplexe bilden. Stellt man die Mengenverhaknisse von DNA und kat- 

25 ionischem Lipid so ein, dafi die resuhierenden Komplexe eine positive Nettoladung tra- 
gen, so besitzen sie eine hohe Affinitfit zu der negativ geladenen MembranoberflSche 
eukariotischer Zellen. TreflFen solche DNA/Lipid-Komplexe auf Zellen, so kommt es zu 
einer Einschleusung des genetischen Materials in die Zelle. Der genaue Mechanismus, 
wie die DNA in die Zellen gelangt, ist noch weitgehend unbekannt, man vermutet je- 

30 doch, dafi es entweder zu einer Fusionierung der kationischen Lipide mit der anioni- 
schen Zellmembran bei gleichzeitiger Ausschuttung der DNA in das Zellinnere koumii, 
oder daB die DNA/Iipid-Komplexe als ganzes uber ehien naturlichen Transportmecha- 
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nismus der Zelleu, die sogenannte Endozytose, in die Zelle gelangen und danach die 
DNA freigesetzt wird. 

Liposomen sind kugelartige Anordnungen von Lipiden in waftrigen Losungen mit 
„Bilayer-Struktur" und werden typischerweise in drei Klassifikationen eiugeteilt (siehe 
5 N.Y. Academy Sciences Meeting: liposomes and their use in Biology and Medicine" 
von Dezember 1977): Multilamellar Vesikel (MLV, bis zu 10000 nm), kleine unilamel- 
lare Vesikel (SUV, 20-50 nm) und groBe unilamellar Vesikel (LUV, 600-30000 um). 
Eine Reibe von Herstellungsmethoden fur Liposomen ist bekamit und in ,.Liposoine 
Technology" (Gregoriadis, CFC Press, N.Y. 1984) ,in liposomes" (Ostro, Marcel 

10 Dekker, N.Y. 1987) oder in Ubersichtsartikeln von Lichtenberg et al. (Methods Bio- 
chem Anal. 33, 337-462, 1988), Pagano und Weinstein (Ann. Rev. Biophysic. Bioeng. 
7, 435-68, 1978), oder Szoka und Papahadjopoulos (Ami. Rev. Biophysic. Bioeng. 9, 
467-508, 1980) beschrieben. Bekaunte Methoden sind beispielsweise die „reverse-phase 
evaporation'-Methode und die Extrusiousmethode, bei der eine Lipidldsung durcb eine 

1 5 mikroporose Membran gepresst wird. 

Liposomen werden typischerweise auch auf folgendem Weg hergestellt: Die Lipide wer- 
den in einem organischen Losungsmittel aufgenommen. Durch Verdampfen des L6- 
sungsmittels unter einem Strom von Stickstoff wird an der GlasgefaDwand ein diinner 
Ltpidfilm erzeugt. Zugabe von Wasser oder wassriger Pufferl5sung hydratisiert diesen 

20 Film. Die erhaltene Ldsung wird zuletzt mit Ultraschall behandelt. 

Kationische Lipide gewinnen zunehmende Bedeutung in der Gentherapie. Dabei werden 
in vivo mit verschiedenen Verfahren Koiperzellen transfektiett, indem Koniplexe aus 
Carrier und DNA intradermal, intramuskular, intraperitoneal, intravenos, subkutan, in- 
tranasal, iu Liquorraume oder direkt in Tumore verabreicht werden oder Koiperzellen 

25 entnommen, transfektiert und wieder reimplantiert werden. Eine in diesem Zusammen- 
hang favorisieite Methode war bis vor einiger Zeit die Einbringung des genetischen 
Materials durch virale Carrier. Diese Metliode besitzt jedoch die Gefahr der Kuckmuta- 
tion zu einem pathogenen Virus. Desweiteren wird die eingeschleuste DNA stabil in das 
Erbgut eingebaut, so dafi eine Steuerung der Therapie oder eine Ruckfuhrung der Zellen 

30 in ihren ursprunglichen Zustand nicht mehr moglich ist. Zudem besitzen virale Carrier 
Restriktionen bezuglich der GroBe der einzuschleusendeu DNA. Modifbrierte DNA oder 
RNA wird durch Viren nicht iibertragen. AuBerdeni kouneu nur sich teilende Zelleu auf 
diesem Wege transfektiert werden. . 
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Die Transfektion mit kationischen Lipiden ist diesen Restiiktionen liingegen uicht un- 
terworfen. Die Transfektion verlauft in der Regel transient, das heiflt die transfektierte 
DNA oder RNA wird nur fiir eine bestimmte Zeit exprimiert, da sie nicht iu das Erbgut 
eingebaut wird, sondern nur ins Cytoplasma transportiert und dort durch NukJeasen mil 
5 der Zeit abgebaut wird. Auf diese Weise kann Gentherapie dosiert und reversibel ge- 
raacht werden. Restriktionen beziiglich der GroBe der DNA bestehen nicht und modifi- 
zierte DNA oder RNA kann raittels kationischer Lipide in Zellen eiugeschleust werden. 
Auch sich nicht teiiende Zelleu, wie zum Beispiel Nervenzelleu, konnen durch kat- 
ionische Lipide transfektiert werden. 

10 Wahrend die in vivo-Anwendung von Mikroinjektion und Elektroporation aus Verfah- 
rensgriinden nicht moglich erscheinen, besitzeu die CaP0 4 - und DEAE-Dextran-Metho- 
den verglichen mit der Lipofektion eine schlechtere Transfektionseffizienz. 
Unter den kationischen Lipiden gibt es eine Klasse, die die bekannt hohe Affinitat zwi- 
schen Spermin und DNA zur Transfektion ausnutzt, in dem das bei einera physiologi- 

15 schen pH-Wert positiv geladene Spermin mit einem hydrophilen Rest, in manchen Fallen 
iiber einen Spacer, verknupft wird. Spermin bildet besondei s stabile Komplexe mit DNA 
und ahnlicben Verbindungen, indem es iiber Wasserstoffbriickenbindung in der Furche 
der DNA gebunden wird. 

Die ersten solchen Lipo^enninderivate wurden von Behr, J. Ret al. (1989) Proc. Natl. 
20 Acad. Sci. USA 86: 6982-6986; EP 03941 1 1 synthetisiert. Dabei verknupften sie Car- 
boxyspermin iiber einen Spacer mit 2wei unterschiedhchen hydrophilen Resten. Die 
Struktur des dabei erhaltenen 5-Carboxyspermylglycindioctadecylamid (DOGS) ist: 



SpermyL 




25 

DOGS ist als Transfectam™ (Promega) kommerziell erhaltlich. 

Die zweite von Behr et al. entwickelte Verbindung ist Dipalmitoylphosphatidylethanol- 
amiu-5-carboxyspennylamid (DPPES): 
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10 




wobei R = CH 3 (CH 2 ) I5 ist. 

5 Ein weiteres Liposperminderivat wird vou P.L.Felguer et al. in WO 91 16024 unter der 
BezeichniiBg l^Spermin-5-carboxyl-3-(DL- 1 ,2-dioleoyldimethylamhiopropyl-B- 

hydroxyethyl-amin) beansprucht. In der Patentschrift beschrieben ist jedocb L-Sperrain- 
5-carboxyI-3-(DL-l>dipataiitoyl-dime^ 



Q^^lCHjlHCHg 




Gebeyehu, G. et al. besckreiben in WO 9405624 die Verbindung N-[N-(5-Carboxyspei- 
myl)aminoethyl] N, N-dimethyl-2,3-bis (9-octadecenyloxy) l-propanarainoniuro 
tetra(trifluoracetat), welches kommerziell als Lipofectamiu™ (Gibco-BRL:Life Techno- 
1 5 logies Inc. ) erhaltlich ist. 

x 4 TFA 

Trotz grofier Fortschritte auf diesein Gebiet, verbleibt ein Bedarf an einer grSfieren 
20 Auswabl an kationisdien Lipiden. Bis heute wurde kein kationisches Lipid gefunden, 
dafi mit alien Zelltypen befriedigende Ergebnisse liefert. Da verschiedene ZelJtypen sich 
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10 



15 



in ihrer Membranzusammensetzung unterscheiden, ist es nicht verwuiiderlich, daC ver- 
schiedene Komposkioneu von Lipiden und verschiedenartige Lipidtypen fiir eine effek- 
tive Transfektion unterschiedlicher Zellen bendtigt werden. 

Von besonderer Bedeutung ist die Metabolisierbarkeit und Toxizitat der Lipide und ih- 
rer Abbauprodukte. Diese sind die bestimuieuden Faktoreu fur die Vertraglichkeit dei 
Lipide fur die Zellen. Die Metabolisierbarkeit wild hauptsachlich durch die in den Lipi- 
den enthaltenen chemischen Verknupfungen bestimmt. 

Da iiber den eigentlichen Transfektionsschritt bis heute noch wenig bekannt ist, ist die 
Entwicklung von neuen kationischen Lipiden weitgehend empirisch. Wichtige zu beach- 
tende Punkte fur das Design soldier Lipide sollte ibre Toxizitat gegenuber den zu trans- 
fektierenden ZielzeUen, desweiteren ihre Stabilitat, Metabolisierbarkeit, die Moglichkeit 
einer in vivo-Anwendung und einfache Syntbesewege sein. 

Die vorliegende Erfindung betrijBft neue Verbindungen der allgemeinen Formel I: 



die bei Vorhandensein eines Asymmetriezentrums in der D-,L- oder DL-Fonn vorliegen, 
einschlielilich ihrer Salze, wobei a, b, c, d, e und f unabhangig voneinander 0,1,2,3,4,5 
oder 6 sind und wobei a nur dann 0 ist, wenn b 0 ist und e uur daim 0 ist, wenn f 0 ist, 
Ri ein Rest der allgemeinen Formel II ist: 




( I ) 




( II ) 
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iu welcher g 0,1,2,3,4,5 oder 6 ist, h 0,1,2 oder 3 ist, wobei g 0 ist, wemi li 0 ist und h I 
ist, wenn g 0 ist, X -O oder -NH-, alle Positioneu der Steroid-Substituenten a- oder B- 
konfiguriert sein konnen, die C-Atome 4 und 5 und/oder 5 und 6 und/oder 7 und 8 

5 und/oder 8 und 9 uber eine Doppelbindung verknupft sind, mit der MaBgabe, daC die C- 
Atome S und 8 nebeu Einfachbindungen jeweils uber hochstens eine Doppelbindung mil 
benachbarten Atomen verknupft sind, R 2 und R* unabhangig voneinauder Wasserstoff 
oder ein verzweigter oder unverzweigter Alkyl- oder ein verzweigler oder unverzweig- 
ter Alkenyl- oder ein substituierter oder unsubstituierter Aiyl- oder Aralkylrest sind, R4 

10 H oder Methyl ist, 

oder R| ein Rest der allgemeinen Formel III ist: 



( III ) 



15 wobei alle chirale Zentren in D-, L- oder als Raceraat vorliegen, m 0,1,2 oder 3 ist, k 
0,1,2,3,4,5 oder 6 ist, wobei k 0 ist, wenn m 0 ist und m 1 ist, wenn k 0 ist, n, p und q 
unabhangig voneinander 0,1,2,3,4,5 oder 6 sind, R 2 wie vorstehend definiert isl, Xi, X 2 , 
und X 3 unabhangig voneinander 

B 0 

Oder -0-C-NH- 

20 sind, 



R5 und R« unabhangig voneinander verzweigte oder unverzweigte Alkyl- oder Alkenyl- 
reste mit 5-30 Kohlenstoffatouien sind. 



25 
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Die erfindungsgemafien Lipide enthalten also Polyamine als DNA-affiue Kopfgruppen, 
die gegebeuenfalls fiber einen Spacer an Lipidstrukturen gebunden sind. Die Kopfgruppe 
wird dabei fiber biologisch abbaubare Verbiuduugeu an das Restmolekfi] gebunden, wel- 
ches wiederum aus biologisch abbaubareu Verbiuduugeu aufgebaut ist. Eine Vielzahl der 
S erfindungsgemafien Lipide laflt sich aus nicht oder nur wenig toxischen Verbinduug ein- 
fach durch Aufbau fiber Amid- und Urethanverknfipfiwgen lierstellen. Damit erreicht 
man eine Kouibination von guter Metabolisierbarkeit, uiedriger beziehungsweise gar 
keiner Toxizitat und hoher Stabilitat, sowie einen Zugang zu einfach durchfuhrbareu 
Synthesewegen. 

10 Der besondere Wert der erfindungsgemafien Lipide liegt in ihrer Stabilitat in Losung, bei 
gleichzeitiger Metabolisierbarkeit durch die Zelle, da die Lipide zu einem weseutlicben 
Anteil aus Amidverknupfungen aufgebaut sind. 

Von ganz besondereui Interesse sind Lipopolyamine der Formel 1, worin a, d, e = 3 , b, f 
15 =1 und c = 0 sind. 

Von ganz besouderem Interesse sind aufierdem Verbindungen der Formel I, wobei a, d, 
e = 3 , b, f = 1 und c = 0 sind, R, die Formel II aufweist, wobei die Reste und Indizes 
wie vorstehend definiert sind und direkt oder fiber einen Spacer, wie zum Beispiel Ami- 
20 nosauren, verknfipft sein kounen. Dies entspricht Verbindungen der Formel II, wobei h 
= 0 oder 1, g (faUs b = 1 ist) 1,2,3,4,5 oder 6, 

R 2 - Wasserstoff, Methyl, 2-Propyl, Isopropyl, l-(l-Methyl-) propyl oder Benzyl und 



R3 = 



H3C, 




oder 




25 



oder 




oder 
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CH3 



1st. 



Weiterhin von besonderem Interesse sind Verbinduiigen der Formel I, wobei a, d, e = 3 
5 b, f = 1 und c = 0 ist und die allgeraeine Formel IV, V oder VI aufweist: 



9 / 

■N-H-CH 



R 2 



0 H 

11 

-C 



H 0 
(CHj^-N-C-Rg 



m 



0 H 
(CHa^-C-N-Rg 



( IV ) 



oder 



10 



H 
1 



H 0 



H 0 
(CHa^-N-C-RB 



k ^ n 



( V ) 



H 0 
(CH 2 ^pN-C-Rs 



oder 

15 
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H 



0 H 



R2 w 



0 H 
0 H 



( VI ) 



Von ganz besonderem Interesse sind dabei solche Verbindungen, in deuen das Grundge- 
5 riist der Lipidkomponente, welcbe die Formel IV, V oder VI aufweist, aus natiirlich 
vorkommenden Aminosaureii bestebt, wie zum Beispiel Omitluu, Glutamrosaure oder 
Asparaginsaure, an die zwei von natttrlich vorkommenden Fettsauren, zum Beispiel 01- 
saure, Palmitinsauie, Stearinsaure, Myristoylsaure etc., abgeleitete Alkylketten iiber 
Peptidbindungen verkniipft and. Die Lipidkomponente kann wiedenun direkt oder uber 
10 einen Spacer an den Polyamin-Rest, welcher der Formel 1 entspricht, wobei a, d, e - 3 , 
b, f = 1 und c = 0 ist, gebunden sein. 

Dies bedeutet in Formel IV, dafi n = 0, m = 0 oder 1, fur m = 1 und k = 1 der Spacer 
ebenfalls aus einer natiirlich vorkommenden Aminosaure aufgebaut ist, so dafi R 2 = 
Wasserstoff, Methyl, 2-Propyl, Isopropyl, l-( 1-Metbyl-) propyl oder Benzyl sein kann, 
15 fiir m = 1 und k = 2, 3, 4, 5, oder 6 der Spacer die Verbindungen Homoalauin, Amino- 
capronsaure usw. darstellen kann, q = 3, und p - 0, R s = -(CH 2 ) I7 CH, und R<, - - 
(CH 2 ) 7 CH=CH(CH 2 ) 7 CH3 sein kann. 

Dies bedeutet in Formel V, dafi n = 0, p = 3, q = 0, k = 2, 3, 4, 5 oder 6, der Spacer 
somit aus einer Diaminokomponente, wie Ethyiendiamin, Propylendiamin, Butylendi- 
20 amin, Diaminopentan, Diaminobexan, besteht, R 5 mid R« = (CH 2 ) 7 CH=CH(CH 2 ) 7 CHj 
sein kann. 

Dies bedeutet far Formel VI, dafi n =0, m = 0 oder 1, q = 0, p = 0, 1 oder 2, k = I (falls 
m =1) R 2 = Wasserstoff, Methyl, 2-Propyl, Isopropyl, l-(l-Methyl-) propyl oder Beuzyl 
sein kann, fiir m = 1 und k = 2, 3, 4, 5 oder 6 der Spacer die Verbindungen Homoalauin, 
25 Aminocapronsaure usw. darstellen kann, R 3 und R* = -(CH 2 ), 7 CH 3 ist. 

Nachstehend werden allgemeine Syntbesewege der folgenden ganz besonders interessan- 
ten Verbindungen erlautert. 



ERSAT2BLATT (REGEL 26) 



WO 97/31934 



10 



PCT/EP97/00973 



Zunachst zwei Verbindungen, die durcb die Formeln I und II gekennzeichuet sind. 
Als Ausgaugsverbindung dient in beideu Fallen 5-Cholesten-3-ainin, wobei durcb allge- 
mebi bekannte Peptidverkniipfungsmethodeu einerseits uber die Spacer-Gruppe Glycin, 
5 audererseits direkt der Spermiurest an die Amiuofunktion der Ausgaugsverbindung ge- 
bunden wird. Als Endprodukte erhalt man N-[2,5-Bis (3-aminopropyl) amino- 1- 
oxopentyl] cholesteryl-3-amid und N-(2,5-Bis (3-aminopropyl) amino]- l-oxopentylgly- 
cylcholesteryl-3-amid. 
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D Teiro-Boc-ACP / DCCI 
2) TFA 




D Tetro-Boc-ACP / DCQ 
2> TFA 
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Desweiteren sind in dieseni Zusammenhang solche Verbindungen voii besonderem In- 
teresse, die aus Kombinationen folgeuder Steroid-Grundgeriiste und Spacer bestehen: 

a) Steroidgrundgeriiste: Cholesterin-3-amin, Lauosterin-3-amiu, Campesterin-3- 
5 amin, Stigmast-5-en-3-amin, Stigmasta-5,22-dien-3-amin. 

b) Spacer: Glycin, Alanin, (3-Alanin, 4-Ammobuttersaure, 5-Aminopentansaure, 

6-Aminocapronsaure, 7-Amhioheptansaure. 



Das nachste Beispiel beschreibt die Synthese eiues Lipopolyamius, welche durch die 

10 Formeln 1 und VI gekennzeichnet ist: 

Als Edukt wird Asparaginsaure eingesetzt, welche iiber allgemem bekannte Peptidvei- 
kniipfungsmethoden an den Carboxyfiinktionen, in diesem Falle jeweils mit Stearylamin 
und nach der Entschutzung der Aminofunktion direkt an 2,5-Bis (3-ammopropyl) 
amino- 1-carboxyp en tyl- Rest gebunden wird. Als Endprodukt erhalt man N-[2,5-Bis (3- 

1 5 aminopropyl) amino- 1 -oxopentylasparagyldistearylamid 
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Desweiteren sind in diesem Zusammeuhang solche Verbindungen von besonderem In- 
teresse, die aus Kombinationen folgender Aminosaure-Grundgeriiste, Spacer nnd Ami- 
nen, deren Alkylrest sich aus den folgenden aufgelisteteu Fettsauren ableitet, bestehen: 
a) Aminosauregrundgeruste: Asparaginsaure, Glutaminsaure, ot-Aminomaloiisaure. 
5 b) Spacer: Glycin, Alanin, f}-Alanin, 4-Aminobuttersaure, 5-Aminopeutansaure, 
6-Aminocapronsaure, 7-Aminoheptansaure. 
c) Fettsauren: Olsaure, Palmitinsaure, Myristinsaure, Stearinsaure, Laurinsaure, 

Palmitoleinsaure, Linolensaure, Linolsaure, Arackidonsaui e, Ara- 
chinsaure, Liguoceriusaure. 

10 

Im nachsten Beispiel wird die Synthese einer weiteren Verbindung vorgestelit, welche 
durch die Formel I und V gekennzeichnet ist. Hierbei wird als Grundgeriist die an der 
Carboxyfiinktion als tert-Butylester geschutzte a-Aminosaure Ornitliin eingesem. Eben- 
15 fells durch allgemein bekannte Peptidverknupfungsmethoden wird jene Verbindung in 
diesem Falle mit Olsaure und nach der Entschutzung der Carboxyfiinktion uber den 
Spacer Ethylendiamiu an 2,5-Bis (3-aminopropyl) amino- l-carboxypentyl-Rest gebun- 
deu. Als Endprodukt erhalt man N-[2,5-Bis (3-amiuopropyl) amino- l-oxopentyl]-N *- 
[(N-a-,N-^dioleoyl)onuthyl]ethylen-diamin. 

20 
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Desweiteren sind in diesem Zusammenhang solche Verbindungen von besonderem In- 
teresse, die aus Kombinationen folgender Ammosaure-Grundgeruste, Spacer mid den 
aufgelisteten Fettsauren bestehen: 
5 a) Amiuosauregrundgeriiste: Lysin, Ornithin. 

b) Spacer: Ethylendiamin, Propylendiamin, Butylendiamin, Pentaniethylendiarain, 

Hexamethylendiamin. 

c) Fettsauren: Olsaure, Palmitiusaure, Myristinsaure, Stearinsaure, Laurinsauie, 

Palmitoleinsaure, Linolensaure, Linolsaure, Arachidonsaure, Ara- 
10 chinsaure, LignocerinsSure. 

Im nachsten Beispiel, welches die Synthese einer Verbindung, charakterisiert durch die 
Formel I und IV, beschreibt, wird als Grundkdrper wiederum die ct-Ammosaure Or- 

15 nithin verwendet, wobei die a-Aminofunktion durch die basenlabile Fluorenylmethoxy- 
carbonyl-Gruppe und die S-Aminofiinktion durch die bekannterweise saurelabile tert- 
Butoxycarbonyl-Gnippe geschutzt sind. Durch allgemein bekannte Peptidverkniip- 
fungsmethoden wird zunachst die a-Carboxyfunktion mit Stearylamin, dann uach Ent- 
schiitzung der 6-Aminofunktiou jene mit Olsaure und iin darauffolgenden Schritt die a- 

20 Aminogruppe nach deren Entschutzung direkt mit der Polyaminkomponente gekenn- 
zeichnet durch den 2,5-Bis (3-aminopropyl) amino- 1-carboxypemyl-Rest gekuppelt. Als 
Endprodukt eihSlt man N-a-[2,5-Bis (3-aminopropyl) amino- l-oxopentyl]-N-5-oleoyl- 
omithylstearylamid 
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Desweiteren sind in diesem Zusammenhang solche Verbindungen von besonderem In- 
teresse, die aus Kombinationen folgender Aminosaure-Grundgeruste, Spacer, Aminen, 
deren Alkylrest sich aus den folgenden aufgelisteten Fettsauren ableitet, und den Fett- 
5 sauren als solche bestehen: 

a) Aminosauregrundgeriiste: Oraithin, Lysin 

b) Spacer: Glycin, Alanin, 0-Alanin, 4-Aminobuttersaure, 5-Aminopentansaure, 

6-Aminocaprousaure, 7-Aminoheptansaure. 

c) Fettsauren: Olsaure, Palmitinsaure, Myristiusaure, Stearinsaure, Laurinsaure, 

10 Palmitoleinsiure, Linolensaure, Linolsaure, Arachidonsaure, Ara- 

chinsaure, Lignoceriosaure. 



Als letztes Beispiel wird die Synthese einer Lipopolyamin-Verbindung ausgefiihrt, wel- 
15 che iu der Formel I und III enthalteu ist. Als Grundgerust dient liier die an beiden 
Aminofunktionen durch die allgemein angewendete Benzyloxycarbonylgruppe ge- 
schutzte a-Aminosaure Ornithin. Zunachst wird fiber Curtius-Abbau die Carboxyfinik- 
tion in die primare Aminfiuiktion ubergefiihrt, welche mit an den Aminofunktionen des 
pergeschutzten 2,5-Bis (3-aminopropyl) amino- 1-carboxypentyl-Restes fiber allgemein 
20 bekannte Peptid-verknupfungsmethoden gekuppeh wird. Nach Entschutsung der 
Aminofunktionen werden jene nach gleicher Methodik jeweils mit Olsaure verknfipft. 
Als Endprodukt eihatt man l,4-Dioleoylamido-l-[2,5-Bis (3-aminopropyl) ainiuo-1- 
oxopentyl] amidobutan 
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Desweiteren sind in diesem Zusammenhang solche Verbiuduiigen von besonderein ln- 
teresse, die aus Kombinationen folgender Arainosaure-Gnindgeriiste, Spacer und den 
aufgelisteteu Fettsauren bestehen: 
5 a) Aminosauregrundgeriiste: Lysin, Ornithin. 

b) Spacer: Ethylendiamin, Propylendiamin, Butylendiamin, Pentamethylendiamin, 

Hexamethyleudiamin. 

c) Fettsauren: Olsaure, Palmitinsaure, Myristinsaure, Stearinsaure, Laurinsaure : 

Palmitoleinsaure, Linolensaure, Linolsaure, Arachidonsaure, Ara- 
10 chinsaure, Lignocerinsaure. 



Die erfindungsgemaflen Verbindungen konnen als solche in wassriger oder wassriger 
Puffer- oder ethanolischer Losung angewendet werden. Es konnen jedoch auch Liposo 
15 men mit oben genannten Lipiden allein, oder in Kombinatiou mil anderen Lipiden wie 
zum Beispiel Cholesterol, Cholesterylamin, Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) 
oder Dioleoylphospatidylcholin (DOPC) formuliert werden. 

Urn die Transfektionseffizienz der erfindungsgemaflen Lipide zu steigeni, besteht die 
Moglichkeit, Zellen in Gegenwart von Substanzen zu transfektieren, die die enzymati- 
20 sche Aktivitat in den Lysosomen inhibieren, sogenannte lysosomatotrope Substanzen, 
wie zum Beispiel Chloroquin oder von Vireu abgeleitete Iysosomatropisch wirkende 
Proteine. 

Die erfindungsgemaflen Lipopolyamine sind bei physiologischem pH positiv geladen und 
konnen daher mit negativ geladenen Makromolekulen, insbesondei e mit DNA und vei- 

25 wandten Stoflklassen stabile Aggregate bilden. Die mit den Lipopolyaminen bemautelten 
und positivierten Makromolekule wechselwirken mit der negativ geladenen Zellmembran 
auf eine Weise, die zu einer Einschleusung der Makromolekule in die Zelle fiilirt. Dabei 
sind in vitro als auch in vivo Anweudungen moglich. Analoges gilt fur Liposomenfor- 
mulierungen der erfindungsgemaflen Lipide. 

30 1m Vergleich zur zielgerichteten rezeptorvermittelten Endocytose (Wu et al., J. Chem. 
262, 4429-4432 (1987)), in denen Polykationen, welche auch DNA-Binder genannt 
werden (zuin Beispiel Polylysin etc.) an sogenannte Intenialisierungsfaktoien (zum Bei- 
spiel bestimmte Glykoproteine) gebunden sind, die zielgerichtet an Oberflacheurezepto- 
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ren bestimmter Zellen binden, besitzeu die erfindungsgemaBen Lipide, bzw. deren Lipo- 
somenfonnulierungen keine Zellspezifitat. Eine zielgerichtete Lieferuug durch die erfin- 
dungsgemaBen Lipide bzw. derer Liposomeiiformulierungen kann dadurch erreicht wer- 
den, daft die Ladungen von Lipiden und den zu transportiereuden Biomolekulen ausge- 
5 glichen werden und zusatzlich an das Aggregat zwischen Biomolekul und Lipiden lnter- 
nalisierungsfaktoreu augebracht werden. Dies kann zum Beispiel durch Liposoinenfor- 
mulierung mit Colipiden erreicht werden, fells die Colipide als Kopfgruppe solche Inter- 
nalisierungsfaktoren tragen. Eine andere Moglichkeit ist ein auf Ladungsneutralitat ab- 
gestimmtes Aggregat aus Biomolekul, Lipiden und Interualisierung-faktoren. Soge- 

10 nannte Internalisierungsfaktoren sind Transferrin, Galactose, Mannose, Mannose-6- 
phosphat, Asialglycoprotein, Conalbumin, Lectine, Transcobalanrin, a-2-Makroglobulin, 
Biotin, Folat, mannosylierte Glycoproteine. Weitere sind in EP 0535576, EP 0544292, 
WO 9421808 zu entnehmen, die hierin unter Bezugnahme aufgenommen werden. 
Analog wie Interaalisienrogs&ktoren, kdnnen auch zellspezifische Antikoiper eingesetzt 

15 werden. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen zu Therapiezwecken eingesetzt werden. 
Insbesondere kdnnen solche Verbindungen fiir die Gentherapie von zum Beispiel Cysti- 
scher Fibrose, Muskeldystrophie, Phenylketonuria Ahornsinipkrankheit, Propionazi- 
damie, Methylmalonazidamie, Adeuosindeaminasemangel und Hypercholesteriuamie, 

20 Hamophilie, |J-ThaIassamie genutzt werden. Geutherapeutische Behandlungsmethoden 
and wehers interessant, wenn Hormone, Wachstumsfektoren, Cytotoxine oder immu- 
nomodulierend wirkende Proteine im Organismus synthetisiert werdeu sollen. Fiir die 
oben genannten Zwecke kdnnen DNA-Fragmente mittels dieser Lipide in Zellen ge- 
bracht werden, in denen diese DNA die gewunscbte Wirkung entfalteu soil. Die ge- 

25 wiinschte Wirkung kann der Ersatz fehleuder oder defekter DNA-Bereiche oder die In- 
hibition von DNA-Bereichen ( zum Beispiel Antisense-DNA / RNA), die die Erkran- 
kung auslosen, im erkrankten Zelltyp sein. Auf diese Weise konnen turaorunter- 
druckende Gene in der Krebs-Therapie eingesetzt werden oder durch die Einfiihrung 
cholesterolregulierender Gene eine Beitrag zur Vorbeugung von Herz- und Blutge- 

30 fiflkrankheiteu geleistet werden. Weiters konnen DNA, welche Ribozyrae kodiert, odei 
Ribozyme selbst in erkrankte Zellen eingeschleust werden. Die Translation jener DNA 
erzeugt aktive Ribozyme, die an spezifischen Stellen m-RNA katalytiscb spalten und auf 
diese Weise die Transkription verhindem. Auf diese Weise kann zum Beispiel virale m- 
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RNA gespahen werden, ohne eine audere zellulare m-RNA in Mitleideuschaft m zieheu. 
Der Vermehruugszyklus von Viren (HTV, Herpes, Hepatitis) kann auf diesem Wege 
unterbrochen werden. 

Auch in der Krebstherapie spielt Transfektion zur Herstellung von Krebsvakzinen eine 
5 immer grdfier werdende Rolle. Damit ist jene auch mdgliches Anwendungsgebiet fiir die 
erfindungsgemaflen Verbindungen. 

Eine wehere Anwendung k&nnen solche Lipide zum Beispiel in Impfverfahren fiuden, 
die auf der Basis der Expression von DNA, welche immunogene Peptide kodiert, im 
Korper von Mensch und Tier fanktionieren. Dazu werden Lipid / DNA-Komplexe als 

10 Impfstoffe benutzt. Die Einschleusung der DNA in die Korperzellen fiihrt zur Expres- 
sion des immunogenen Peptids und lost somit die lmmunantwort aus. 
Abgesehen von DNA konnen auch audere Makromolekule, wie zum Beispiel Peptide 
oder Proteine, in Zellen eingeschleust werden. Zu diesem Zweck konnen sic mit den 
erfindungsgemaBen Lipopolyaminen als solche bemantelt werden oder in Liposomen, 

15 welche als Komponente die erfindungsgemaften Lipopolyamine enthalten, eingeschlos- 
sen oder an deren Oberflache adsorbieit werden. Bringt man derartige Aggregate mit 
Zellen in Kontakt, so findet ein Transport dieser Molekiile durch die Zellwand statt. 
Therapeutische Peptide haben einen gunstigen Einflufl auf zahlreiche Erkrankungen. 
Solche Peptide oder Proteine sind zum Beispiel Lymphokine, Interleukine, Tumore Ne- 

20 krose Faktoreu oder Interferons weiterhin Wachstumsfaktoren, Gewebeplasminogen- 
aktivator, Faktor-VIIlx, Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-^imulierender Faktor, 
Erythropoietin, Insulin, Calcitonin, Thymidinkinase und audere. Auch toxiscke Peptide 
wie Ricin, Diphteriatoxin und audere konnen therapeutisch gewinnbringend eingesetzt 
werden. 

25 Die Lipide werden aufgrund ihrer positiven Ladung vorwiegend dazu eingesetzt, negativ 
geladene Molekule wegen ihrer negativen Ladung zu komplexieren und in Zellen einzu- 
schleusen. Durch sogenannte „serf assembling systems" konnen jedoch auch positiv ge- 
ladene Molekule transportiert werden, in dem zunachst negativ geladene Liposomen mit 
diesem positiv geladenen Molekuleu komplexiert werden. Wahlt man die Verhaltnisse 

30 so, daft eine negative Nettoladung verbleibt, konnen diese Komplexe mit diesen erfin- 
dungsgemSfien Lipopolyaminen als solche oder in Form von Liposomen positiviert wer- 
den, in dem die gegeusatzlicb geladenen Komponenten in Kontakt gebracht werden. Die 
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resultierenden positiv geladenen Gesamtkomplexe werdeu von den Zellen aufgenom- 
men. 

Weitere Anwendungsmfiglichkeiten fur kationische Lipide sind den Veroffentlicbungen 
WO 9011092, WO 9116024, WO 9303768, Science 258, 744-746 (1992) zu entneh- 
5 men, die hierin unter Bezugnahme aufgenommen werden. 

Beispiele der fur derzeit als fur tberapeutiscb aussichtsreicb augesebeue Sequenzen fiir 
genetisches Material sind in der Ubersicht von F.W.Anderson, Science 256, 808 (1992) 
entnehmbar, die ebenfalls hierin unter Bezugnahme aufgenommen werden. 

10 

Beispiele: 
Bezugsquellen: 

l.Plasmide pCHHO (enthalt fi-Gal als Reportergen) und pMSGCAT: Pharmacia Fine 
Chemicals,Uppsala, Scbwedeu 

15 

L-[2,5-Bis (3-anrinopropyl) ammo]-tetra-tert-butyloxy-carboxy- 1-oxopentan (tetra- 
BOC-ACP) wurde nach J.-P. Behr et al. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86, pp. 6982- 
6986, (1998) synthetisiert. 

5-Cholesten-3-amin wurde nach H. Brunner, G. Sperl; Bull. Soc. Chim. Belg. 101, 935 
20 (1992) synthetisiert. 

Beispiel I: 

Svnthese von N-[2 5-Bis {3- a mnrn p rn rY l) amin o- 1-oxopentvll cholestervl-3-amid 
Zu einer Losung von 647 mg (1 mmol) L-[2,5-Bis (3-amiuopropyl) auiino]-tetra-tert- 

25 butyloxy-carboxy- 1-oxopentan und 385 mg (1 mmol) 5-Cholesten-3-amin in 10 ml THF 
(Tetrahydrofiiran) oder DMF (N^-Dimethylformamid) werden 206 mg (lramol) Di- 
cyclohexylcarbodiimid (DCCI) gegeben. Die Reaktiou wird bei Raumtemperatur (RT) 
unter Riihren des Reaktionsgemisches durchgefiihit. Nach einer Reaktionszeit von 12 h 
wird von ausgefellenem Dicyciohexylharastoff (DCH) abfiltriert und das Losungsmittel 

30 abgezogen. Das erhaltene Produkt wird durch Flashchromatographie gereinigt. 

Zu der erhalteneu gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml ernes Trifluoressigsaure 
(TFAyCH 2 CH 2 -Gemisches zugegeben. Nach 2 h Riihren wird uberschussiges 
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TFA/CH2CH2 abgezogen. Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, 
wassrige Natriumhydrogencarbonatlosung in das freie Amin ubergefiihrt werden. 



Beispiel 2: 

5 Svnthese von N-(2-5-B iq (l-flmmnpmpyl) flTnm o]-l^oxopentvlglvcvlcho)estei-vl-3«amid. 
Zu einer Losung von 175 mg (1 mmol) N-Boc-Glycin und 385 mg (1 inmol) f-Choles- 
ten-3-amin in 10 ml THF oder DMF werden 206 mg (1 mmol) DCCI gegeben und bei 
RT 12 h geriilui. Danacli wird vou ausgefallenem DCH abfiltriert und das Losungsmittel 
abgezogen. Das erhaltene Produkt wird durch Flashchromatographie gereinigt. 

10 Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren des Gemisches wird uberschiissiges 
TFA/CH2CH2 abgezogen. Das TFA-Salz des geschutzten VorlSuferproduktes wird 
durch gesSttigte, wassrige Natriumhydrogencarbonatlosung in das freie Amin uberge- 
fiihrt. Danacli wird zusammen mit 647 mg ( 1 mmol) L-[2,5-Bis (3-ammopropyl) amino]- 

15 tetra-tert-butyloxy-carboxy-l-oxopentan in 10 ml THF oder DMF aufgenommen und 
die Losung mit 206 mg (1 mmol) DCCI versetzt und bei RT fur 12 h geriihrt. Danach 
wird das ausgefallene DCH abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen. Das erhaltene 
Produkt wird durch Flashchromatographie gereinigt. 

Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
20 Gemisches zugegeben. Nach 2 h Riihren wird uberschiissiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, wassrige Natriumhydiogeucai- 
bonatlosung in das freie Amin ubergefiihrt werden. 



Beispiel 3: 

25 Svnthese von N-[2.5-Bis (3-aminopropyU amiuo-l-oxopentvlasparagyldisteaivlamid 
Zu einer Losung von 233 mg (1 mmol) N-Boc-Asparaginsaure und 540 mg (2 mmol) 
Stearylamin in 10 ml THF oder DMF werden 412 mg (2 mmol) DCCI gegeben. Die 
Reaktion wird bei RT und Ruhren des Reaktiousgemisches durchgefulirt. Nach einer 
Reaktionszeh vou 12 h wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und das Losungsmittel 

30 abgezogen. Das erhaltene Produkt wird mittels Flashchromatographie gereinigt 

Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren wird uberschiissiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
Das TFA-Salz des geschutzten Vorlauferproduktes wird durch gesattigte, wassrige Na- 
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triumhydrogencarbonatlosung in das freie Amin ubergefuhrt. Danach wird zusammen 
mit 647 mg (1 mmol) L-[2,5-Bis (3-aminopropyl) ammo]-tetra-tert-butyloxy-carboxy-l- 
oxopentan in 10 ml THF oder DMF aufgenommeu und die Losung mit 206 mg (I 
mmol) DCC1 versetzt. Die Reaktion wird wiederum bei RT and unter Ruhren ausge- 
5 fiihrt und nach einer Reaktionszeit vou 12 h wird von ausgefallenem DCH abfiltriert uiid 
die Losungsmittel abgezogen. Das erhakene Produkt wird durch Flashchromatographie 
gereinigt. 

Zu der erhalteneu gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren wird uberschussiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
10 Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, wassrige Natriumhydrogencar- 
bonatldsung in das freie Amin ubergefuhrt werden. 

Beispiel 4: 

Svnthese von NJ2J^Bjs fl-«mhmpr 0 p y 1) aminn- l-nx opentvl]-NV(N-a-.N-S-dioleoviy 

15 Omithvl|eth Y^TiHiarnm 

Zu einer Losung von 455 mg (1 mmol) Ornithin-OtBu und 566 mg (2 mmol) Olsaure in 
10 ml THF oder DMF werden 412 mg (2 mmol) DCCI gegeben. Die Reaktion wird bei 
RT 12 h lang geruhrt. Danach wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und das Lo- 
sungsmittel abgezogen. Das erhakene Produkt wird mittels Flashchromatographie ge- 
20 reinigt. 

Zu der erhalteneu gereinigten Verbindung wird bei RT eine 95 %ige wassrige Losung 
von TFA gegeben. Nach 2 h Ruhren wird von uberschussigem TFA/H 2 0 abgezogen. 
Danach wird zusammen mit 160 mg (1 mmol) N-Boc-Ethylendiamin in 10 ml THF oder 
DMF aufgenommen und die Losung mit 206 mg (1 mmol) DCCI versetzt. Das Reakti- 
25 onsgemisch wird bei RT geriihrt und nach einer Reaktionszeit von 12 h von ausgefalle- 
nem DCH abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen. Das erhakene Produkt wild 
durch Flashchromatographie gereinigt. 

Zu der erhalteneu gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren wird vou uberschussigem TFA/CH 2 CH 2 abge- 
30 zogen. Das erhaltene TFA-Salz wird durch gesattigte, wassrige Natriumhydrogencarbo- 
natlosung in das freie Amin ubergefuhrt. Danach wird zusammen mit 647 mg ( 1 mmol) 
L-[2,5-Bis (3-aminopropyl) amiuo]-tetra-tert-butyloxy-carboxy-l-oxopentan in 10 ml 
THF oder DMF aufgenommeu und die Losung mit 206 mg ( I mmol) DCCI versetzt 
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Nach 12 h Riihren bei RT wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und das Losungsmit- 
tel abgezogen. Das erhaltene Produkt wird mittels Flashchromatograpliie gereiuigt. 
Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren wird iiberschussiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
5 Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, wassrige Natriumhydi ogeucai- 
bouatlosung in das freie Amin iibergefiihrt werden. 



Beispiel S: 

Svntbese von N-q-(2.5-Bis (3-aminopropvU amino- l-oxopentvll-N-8-oleovlorn ithylste- 

10 arvlamid 

Zu einer Lftsung von 455 mg (I mmol) N-a-Fmoc-N-S-Boc-Ornithhi und 270 mg (I 
mmol) Stearylamin in 10 ml THF oder DMF werden 206 mg ( 1 mmol) DCC1 gegeben. 
Der bei RT und unter Riihren durchgefuhrte Reaktionsansatz wird nach einer Reakti- 
onszeit von 12 h vom ausgefallenem DCH fihriert und das Losungsmittel abgezogen. 

1 5 Das erhaltene Produkt wird mittels Flashchromatograpliie gereinigt. 

Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 C1 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Riihren wird iiberschttssiges TFA/CH 2 C1 2 abgezogen. 
Danach wird zusammen mit 283 mg (1 mmol) Olsfiure in 10 ml THF oder DMF aufge- 
nommen und die Losung mit 206 mg (1 mmol) DCC1 versetzt. Nach 12 h Riihren bei 

20 RT wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und die Losungsmittel abgezogen. Das er- 
hahene Produkt wird durch Flashchromatograpliie gereinigt. 

Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung wird bei RT eine Losung von 10 % Diethyl- 
amin in DMF zugegeben. Nach Einengen im Vakuum und Reinigung durch Flashchro- 
matograpliie wird das erhaltene Produkt zusammen mit 647 mg (1 mmol) L-[2,5-Bis (3- 

25 aminopropyl) amino]-tetra-tert*butyloxy-carboxy-l-oxopentan in 10 ml THF oder DMF 
aufgenommen und die Losung init 206 mg (1 mmol) DCC1 versetzt. Nach 12 h Ruhren 
bei RT wird von ausge&llenem DCH abfihriert und das Losungsmittel abgezogen. Das 
erhaltene Produkt wird mittels Flashchromatograpliie gereinigt. 
Zu der erhalteneu gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 

30 Gemisches zugegeben. Nach 2 h Ruhren wird uberschiissiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, wassrige Natriumhydrogencar- 
bonatltisung in das freie Amin ubergefuhrt werden. 
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Beispiel 6: 

Svnthese vonl.4-Dioleovlamid o-l-f2J-Bis O-aminoproovn amino- l-oxopentvll amido- 

butan 

Zu einer Losung von 400 mg (I mmol) N-a-N-5-di-CBz-Ornithin in 20 ml CH 2 C1 2 
5 werden 140 |xl NEt 3 uiid 1 19 mg SOCl 2 tropfenweise zugegeben, wobei das Reaktions- 
gemisch 0°C nicht ubersteigen solke. Nach Erwarmen des Gemisches auf RT werden 
0.33-0.65 g NaN 3 (5-10 facher OberschuB) zusammen mit Tetra-n-Butylammoniumhy- 
drogensulfat (10 mol% bezuglich Edukt) zugegeben. Nach ca. 6 h unter Ruckflufl wild 
mit gesattigter, wassriger Natriumhydrogencaibonatldsuug und Wasser raehnnals gewa- 

10 schen. Das erhaltene Rohprodukt wird mhtels Flashcliromatographie gereinigt. 

Das erhaltene Produkt wird zusammen mh 647 mg (1 mmol) L-[2,5-Bis (3-aminopro- 
pyl) amino]-tetra-tert-butyloxy-carboxy-l-oxopentan in 10 ml THF oder DMF aufge- 
noramen und die Losung mit 206 mg (X mmol) DCCI versetzt. Nach 12 h Riihren bei 
RT wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und das Ldsungsmittel abgezogen. Das er- 

1 5 haltene Produkt wird durch Flasbchromatographie gereinigt. 

Nach Abspaltung der Cbz-Gruppen durch Hydrogenolyse bei RT und Ruliren init 5 % 
Pd auf Aktivkohle in Methanol wird das Losungsmittel abgezogen, danach wird der 
Ruckstand zusammen mit 565 mg (2 mmol) Olsaure in 10 ml THF oder DMF aufge- 
nommen und die Losung mit 412 mg (2 mmol) DCCI versetzt. Nach 12 h Riihren bei 

20 RT wird von ausgefallenem DCH abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen. Das er- 
haltene Produkt wird mittels Flasbchromatographie gereinigt. 

Zu der erhaltenen gereinigten Verbindung werden bei RT 10 ml eines TFA/CH 2 CH 2 - 
Gemisches zugegeben. Nach 2 h Riihren wird uberschussiges TFA/CH 2 CH 2 abgezogen. 
Das TFA-Salz des Endproduktes kann durch gesattigte, wassrige Natriumhydrogencai- 
25 bonatlosung in das freie Amm ubergefuhrt werden. 

Beispiel 7: 

Liposomenformulierung 
Dioleoylphosphatidylethanolamin, DioleoylphosphatidylchoUn, Cholesterol und Cho- 
30 lesteryl-amin werden in eiuem organischeu Losungsmittel gelost. Die Lipide aus den 
Beispielen N6 werden als solche oder in Form ihrer Salze, zum Beispiel Tiifluoiacetat- 
Salze in einem organischeu Losungsmittel gelost. Durch Kombination verschiedener 
Mengen der unterschiedhchen Losungen werden verschiedene Kompositionen aus ein- 
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zelneu Lip idea aus den Beispiel en 1-6 oder Upidgemiscbe aus Colipiden und Lipiden 
aus den Beispieleu 1-6 hergestellt. In einem Glaskolben wird mit Hilfe eines Rotations- 
verdampfers ein diinner Lipidfilm erzeugt. Dieser wird im Hochvakuum von Losungs- 
mittelresten befreit. Der Film wird rait soviel Wasser oder wassriger Pufferlosung by- 
S dratisiert, daft die Konzentration lmg Lipid pro ml Losung betragt Danacb wird unter 
Kiihlung mit Ultraschall behandelt. Die Liposomenfonnulierung wird durch einem Filter 
(Porenweite 0.2 \im) sterilfitriert. 



Beispiel 8: 

Lipidlosungen 

Die Lipide aus den Beispieleu 1-6 werden als solche und in Form ihrer TFA-Salze zu 
einer Konzentration von 1-2.5 mg/ml m Wasser, Etbanol und einem Gemiscb aus Was- 
ser und Ethanol verschiedener Zusammensetzung geidst. 

Beispiel 9: 

Zellkulturen 

Die Zelllinien COS-7, Hela und BHK-21 werden in „Dulbecco's-modified Eagle's me- 
dium" (DMEM), das 10% fbtales Kfilberserom (FBS), 2mM L-Glutamin (Gin), 0. 1 mM 
nicht essentielle Aminosauren (NEAA), lOOU/ml Penicillin und 100 ng/nil Streptomycin 
enthak, in einem Inkubator (5% COr Atmosphare) kultiviert. 

Beispiel 10: 

Transfektion 

25 Die Zellen werden auf einer 96-well-Mikrotiteiplatte ausplattiert und uber Nacht zu au- 
nahernd 60 % Konfluenz iukubiert. Urn die Zellen ui einem „well u zu transfizieren, wer- 
den 1-2 ng von pCHHO oder pMSGCAT in 100 nl Opti-MEM 1 gelost. Das kationi- 
sche Lipid als ethanoBsche Losung oder Liposomenfonnulierung wird ebenfalls in 100 
pi Opti-MEM I geidst. Die beiden Losungen werden in einem Polystyrolbebalter ge- 

30 nrischt, fur 10-15 min stehengelassen, ura die BUduug des Lipid/DNA-Komplexes zu 
ermoglichen. Danacb wird auf 1 ml aufgefullt indem 0.8 ml Opti-MEM 1 oder DMEM 
mit 5% FBS, 2 mM Gin, 0.5 mM NEAA ohne Antibiotika zugegebeu werden. 



10 



15 



20 
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Die Zellen werden einmal mit Opti-MEM I oder serumfreien DMEM gewaschen und der 
DNA/Lipid-Komplex wird direkt zu den Zelleu gegeben. Nach 6 b Inkubationszeit bei 
37°C wird der Transfektionskomplex entfernt und 2 ml DMEM mit 10% FBS, 2 raM 
Gin, 0.2 mM NEAA, 100 U/ml Penicillin uud 100 jig/ml Streptomycin zu jedera „weir 
5 hinzugegeben. Die Zellen werden wekere 48 b kultiviert und durch ein bis zweimaliges 
Frieren und Tauen in 300 ^1 0.1 M TrispHCl (pH 7.8-8.0), welches 0.1 % Triton X-100 
enthalt, lysiert. Die Zelllysate werden auf 6-Galactosidase oder Chloramphenicolacetyl- 
transferase getestet. Diese Tests werden mit kommerzieil erhaltlicheu ELISA-Testkits 
nach den Anweisungen der Hersteller durchgefiihrt. 
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Patentaaspruche 
I. Verbindungen der allgemeinen Fonnel I: 

H b H C=0 H H 

k 

die bei Voiiiandensein eiiies Asyminetriezentrums iu der D-,L- oder DL-Forai vorliegeu, 
einschlieBlich ihrer Salze, wobei a, b, c, d, e und f unabhangig voneinandei 0,1,2,3,4,5 
oder 6 sind und wobei a nur dann 0 ist, wenn b 0 ist, e nur dann 0 ist, wenn f 0 iirt, 
Ri ein Rest der allgemeineu Fonnel II ist: 




( II ) 



in welcher g 0,1,2,3,4,5 oder 6 ist, h 0,1,2 oder 3 ist, wobei g 0 ist, wenn h 0 ist und h 1 
ist, wenn g 0 ist, X -O- oder -NH- ist, alle Positionen der Steroid-Substituenten a- oder 
B-konfiguriert sein konnen, die C-Atome 4 und 5 und/oder 5 und 6 und/oder 7 und 8 
und/oder 8 und 9 fiber eine Doppelbindung verkiiupft sind, mit der MaBgabe, daB die C- 
Atome 5 und 8 neben Einfacbbindungen jeweils tiber hochstens eine Doppelbiudung init 
benachbarten Atomen verkniipft sind, R 2 und R 3 unabhangig voueinander Wasserstoff 
oder ein verzweigter oder unverzweigter AlkyI- oder ein verzweigter oder unverzweig- 
ter Alkenyl- oder ein substhuierter oder unsubstituierter Aryl- oder Aralkylrest sind, R4 
H oder Methyl ist 

oder R, ein Rest der aDgemeinen Fonnel III ist: 
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R 2 



m 



( III ) 



10 



wobei alle chiraleu Zentreu unabhangig voneinander in D- oder L- Form vorliegen, m 
0,1,2 oder 3 ist, k 0,1,2,3,4,5 oder 6 ist, wobei k 0 ist, wenn m 0 ist und m 1 ist, wenn k 
0 ist, n, p und q unabhangig voneinander 0,1,2,3,4,5 oder 6 sind, R 2 wie vorsteheud de- 
finiert ist, X|, X 2 , und X* unabhangig voneinander 

B 9 

"C-NH- oder -0-C-NH- 
sind, 

Rs und R* unabhangig voneinander verzweigte oder unverzweigte Aikyl- oder Alkenyl- 
reste mit 5-30 Kohlenstoffatomen sind. 



2. Verbindungen nach Anspruch 1, wobei a, d uud e 3 sind, b und f 1 sind und c 0 ist. 

3. Verbindungen nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei h 0 oder 1 ist und g 
(fallshlist) 1,2,3,4,5 oder 6 ist, 

R 2 = Wasserstoff, Methyl, 2-Propyl, lsopropyl, l-( 1-Methyl-) propyl oder Benzyl und 



20 R 3 = 
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oder 




oder 





CH3 



oder 



4. Verbindungen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, worin K { ein Rest der allgemeinen 
Fonnel IV ist: 



worin k, m, n ,p, q, R 2 , R 5 , und R* wie in Anspruch 1 definiert sind. 

5. Verbindungen nach Anspruch 4, wobei n = 0, m = 0 oder 1, q = 3, und p = 0, k (falls 
m= 1)= 1,2, 3, 4, 5 oder 6, R 2 Wasserstoff, Methyl, 2-PropyI, Isopropyl, l-(l-Methyl-) 
propyl oder Benzyl, R 5 = -(CH 2 ) l7 CH 3 und R6 = -(CH 2 ) 7 CH=CH(CH 2 ) 7 CH3 ist 

6. Verbindungen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, worin Ri ein Rest der allgemeinen 
Fonnel V ist: 



H 0 
1 11 




(CH^-N-C-Rfi 



( IV ) 



! 0 H 
( CHj-b-C-N-Rs 
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H 
i 



H 0 



H 0 
( CHj^-N-C-Rg 



— N— {-CHj-h-N— C— (-CH 2 f^- 



( V ) 



H 0 
(CHjTpN-C-Rg 



worm k 0, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 ist und n ,p, q, K$ und R« wie in Anspruch I defiuiert sind. 

5 7. Verbindungen nach Auspruch 6, in den en n = 0, p = 3, q = 0, k = 2, 3, 4, 5 oder 6 ist, 
R 5 und Rs = -(CH 2 )7CH=CH(CH2)7CHj sind. 



10 



8. Verbindungen nach Anspruch 1 oder Auspruch 2 , worin R, ein Rest der allgemeinen 
Formel VI ist: 



H 



0 H 



0 H 



R2 rc\ 



{ VI ) 



0 H 



worm k, m, n ,p, q, R 2 , R 5 , und R* wie in Anspruch 1 definiert sind. 

15 9. Verbindungen nach Anspruch 8, in denen n 0 ist, m 0 oder 1 ist, q 0 ist, p 0, I oder 2 
ist, k 0 ist, wenn m 0 ist, k, falls m 1 ist, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 ist, R 2 = Wasserstoff, Me- 
thyl, 2-Propyl, Isopropyl, l-(l-Methyl-) propyl oder Benzyl, R 5 und R* = -(CH 2 )i7CH 3 
ist. 



20 10. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen nach einem der Anspriiche ! bis 9, 
wobei ein Polyaminderivat der Formel VII: 
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U D u r* n Li ii I 




( VII ) 



i 

R, 



wobei a, b, c, d, e und f wie in Ansprucb 1 defiuiert sind, 

gegebenenfalls mit einem Spacer, der aus Aminoalkylensaurederivaten oder Diaininoal 
5 kylenderivaten der Formel Vill besteheu kaun: 



wobei k, m und R 2 wie in Anspiuch 1 defiuiert sind und X 4 -COOH oder -NH 2 sein 
10 kann, 

und mit einem Steroidgenist der Formel EX: 




( IX ) 



15 wobei R 3 und R4 wie in Anspruch 1 definiert sind, alle Positioneu am Steroid-Grundge- 
riist a- oder P-konfiguriert sein konnen, die C-Atome 4 und 5 und/oder 5 und 6 
und/oder 7 und 8 und/oder 8 und 9 uber eine Doppelbindung verknupft sind, mit der 
MaBgabe, dall die C-Atome 5 und 8 ueben Einfachbindungen jeweils uber bochstens 
eine Doppelbindung mit benachbarten Atomen verknupft sind, X 5 -NH 2 oder -OH sein 




20 kann, 
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oder einem trifunktionelien Gruudgeriist der Formel X: 
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n 



( III ) 



(CH^Xa-Rs 



wobei n, p, q, X 2> X 3 , Rs uud R* wie in Anspruch 1 definiert sind uud X c -NH 2 oder - 
COOH entspricht, umgesetzt wird. 

11. Uposomeufonnulierungen mit VerbinduDgeu nach eiuem der Aiispruche 1-9 mit 
oder ohne Colipide. 

12. Verfehren zum Einbringeu von biologiscL wirksainen Verbindungen, wie DNA, 
RNA, Ribozymen, Antisense-DNA, Antisense-RNA, Peptiden uud Proteineu in euka- 
riotische Zellen, wobei Verbindungen oder Formulierungen nach einem der Aiispruche 
1-9 oder 11 mit den emzubringendeu Verbindungen und die entstandenen Komplexe mit 
eukariotischen Zellen in vivo oder in vitro in Kontakt gebracht werden. 

13. Verwendung der Verbindungen oder Formulierungen nach einem der Auspriiche 1-9 
oder 1 1 als Reagenz zur Einbringung von biologisch wirksamen Verbindungen, wie 
DNA, RNA, Ribozymen, Antisense-DNA, Antisense-RNA, Peptiden uud Proteinen in 
vivo oder in vitro in eukariotische Zellen. 
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